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摘    要 
乙型肝炎病毒（Hepatitis B virus , HBV）是严重危害人类公共健康的世界性




义。乙型肝炎病毒 S 基因编码的 HBsAg 是当前乙肝疫苗的主要成分，也是 HBV
感染诊断的重要依据。抗-HBs 抗体可用来预防肝移植后 HBV 的再感染和母婴垂
直感染，但这有赖于 HBsAg 与抗-HBs 抗体之间的相互作用。当 HBsAg 抗原性
发生改变可直接影响 HBV 感染后的诊断和治疗。目前所知，S 基因突变发生率










果经 119s 免疫的小鼠产生了针对 119s 强烈的特异性免疫应答，而阴性对照组则
无特异抗体产生，证明颗粒性的 119s 蛋白具有良好的免疫原性，可见重组杆状
病毒表达系统表达生产的突变型 sAg 有望作为新乙肝疫苗的组成成分以提供对
G145R 突变株的保护。对纯化蛋白的抗原性分析发现其与野生型 sAg 对构象型
单抗反应性差异显著，表明两者在构象上有很大不同，导致其对部分现有检测试
剂的敏感度不高而易被漏检，利用基因工程重组抗原作为开发新检测试剂的筛选


















Hepatitis B virus (HBV) is a serious worldwide public health problem. In China, 
HBV carriers account for 10% of total population and there are about 30 million 
people suffered from chronic hepatitis. In addition to causing acute hepatitis or 
chronic hepatitis, HBV often eventually lead to cirrhosis and hepatocellular 
carcinoma in some patient. Genetic mutation in viruses are usually associated with 
escape of host immune responses, developing drug resistance, modification of 
virulence and patterns of epidemiology of diseases. Therefore, study on viral 
mutations are of great importance in prophylaxis and therapy of HBV. S gene encoded 
HBsAg is the major component of hepatitis B vaccine, and it is also the most 
diagnostic evidence of HBV infection. Hepatitis B immunoglobulin could be used to 
protect the patient from reinfection after liver transplantation, but this effect rely on 
the interaction of HBsAg and anti-HBs. Therefore, the change of antigenicity of 
HBsAg has a direct impact on the diagnosis and therapy of HBV. It’s well known that 
the most common mutation at aa145 where glycine is substituted by arginine(G145R) 
will result in the failure of HBV vaccination, transplantation protection, and vertical 
transmission protection.  
In this study, we isolate a G145R mutant (X119) from  serum of a blood donor, 
amplify its S gene with PCR method and clone into a recombinant baculovirus vector 
for mass production of this variant HBsAg (119s). The protein is purified by HPLC 
and CsCl equilibriumcentrifugation. Transmission electron microscopy investigation 
indicates that the purified 119s could form virus like particles autonomously. In order 
to investigate the immunogenicity of the recombinant antigen, we use purified 119s to 
immune mice and detect intense immune response and specific antibody generation 
compared to control group. Above all, the variant HBsAg produced by recombinant 
baculovirus vector system may be used as a new component of HBV vaccine to 
provide protection against G145R mutant strain. Structure analyses indicate that the 
variant HBsAg exhibits significantly different conformation compared with wildtype 















detecting variant strain of HBV. New diagnostic agent contained recombinant variant 
antigen may help promote the detection rate of variant HBV. 
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行病学资料表明，HBV 感染呈世界性的分布，目前全世界至少有 20 多亿人感染
过 HBV 病毒，其中有 3.5 亿或 5%的世界人口为慢性感染，而且主要分布在我国、
东南亚和非洲地区（图 1）[1,2]。慢性感染者中 40%可能发生肝细胞癌，是正常













我国 HBV 携带者约占总人口的 10%，总数超过 1.2 亿，其中慢性乙型肝炎
（CHB）患者约 2.8～3 千万。约 1/4 的 CHB 患者会发展为肝硬化，部分患者还
可进一步发展为肝癌[3]。我国每年有近 30 万人死于肝炎或肝癌，在肝细胞癌患
者中，有 80%病例是 HBV 感染者[4,5]。 
基因工程乙肝疫苗的广泛使用以及对血液、血制品进行 HBV 的筛检大大缓
解了 HBV 感染给人类带来的压力，但疫苗无应答者的出现和 HBV 的变异等不
定因素的存在，尤其是在治疗和预防乙肝过程中出现的不同种类的 HBV 变异给
乙肝的防治带来了新的问题。 
1  HBV的形态及理化性质 
图 1.HBV 感染全球流行图 
Fig.1:Global distribution of hepatitis B virus infection 















HBV 属嗜肝 DNA 病毒科（Hepadnaviridae），完整病毒直径 42nm，又称 Dane
颗粒。Dane 颗粒由核心及外壳两部分组成。核心颗粒直径 27nm，内含环状不完
全双链 DNA 和多聚酶，其外是脂蛋白外膜（图 2）。脂蛋白外膜约含 30%的脂类
和 70%的蛋白质[6]。在 HBV 感染者血液中，HBV 可能存在以下三种颗粒结构：
Dane 颗粒（具 LHBs，MHBs 和 SHBs，core particle，HBV-DNA）； 管形颗粒（具
















1963 年 Blumberg 等[8]首次发现澳大利亚抗原（Australian antigen），发现其
与乙型肝炎（HB）相关，随后被称为乙型肝炎病毒（HBV），1970 年 Dane 等[9]
通过免疫电镜首次直接观察到 HBV 病毒粒子，称为 Dane 颗粒。HBV 是已知
小的真核细胞 DNA 病毒，基因组为一全长约 3200bp 的环状 DNA（图 3）。HBV 





图 2.HBV 形态模拟图 



























2.1  外膜蛋白 
由 S 开放阅读框编码的膜蛋白包含三种组分：大蛋白（Large protein，LHBs）、
中蛋白（Middle protein，MHBs）和主（小）蛋白（Major or small protein，SHBs），
三种蛋白由不同的转录本翻译而来。LHBs 由 SP1 启动子转录的 2.4kb 转录物翻
译，包含 preS1、preS2 和 HBsAg；MHBs 和 SHBs 由 SP2 启动子转录的 2.1kb
转录物翻译，MHBs 包含 preS2 和 HBsAg；SHBs 即 HBsAg，由 226 个氨基酸组
成[3
，13]。HBsAg 是 HBV 感染检测的主要血清学标志物，也是 HBV 亚型分类的
主要依据。根据 HBsAg 121-160 位氨基酸的组成，将 HBV 分为四种主要的血清
型：adw、adr、ayw 和 ayr，“a”为位于 139-147 的共同抗原决定簇，即 a 表位，
具有高度免疫原性和序列保守性。一般认为，乙型肝炎疫苗诱导产生或患者恢复
期产生的抗-HBs 及其他中和性抗体主要是针对 HBsAg 的“a”决定簇，能够预防
中和各亚型的乙肝病毒感染。我国 HBV 流行主要为 adr 和 adw 亚型。 
外膜蛋白具有 B 和 T 细胞表位，是宿主保护性免疫的主要免疫原。主蛋
白 HBsAg 并不含主要的肝细胞膜受体结合位点，但抗 HBs 的抗体 HBsAb 对乙
肝病毒有很强的中和作用。由于对 HBsAg 的抗体应答对宿主具保护作用，故预
防性疫苗，包括血源疫苗和重组疫苗的主要成分均为 HBsAg。 
2.2  核壳蛋白 
图 3. HBV 病毒基因组结构[12] 















HBV 核壳蛋白有 HBeAg 和 HBcAg 两种。HBV C 基因通过前后两个 ATG
密码分为前 C 区和 C 区，由前 C-ATG 起始合成的 212 个氨基酸的前 C/C 蛋白
P25 是 HBeAg 的前体。前体在内质网中信号肽被切除成为中间产物 P22。P22 在
细胞腔膜系统中被细胞蛋白酶剪切为各种长短不一的羧基末端，形成 P15-18，
成为血液中的 HBeAg。HBeAg 是一种可溶性蛋白，在血清中以二聚体存在。
HBeAg 调节免疫发病机制，分泌 HBeAg 引起免疫耐受。由 C-ATG 起始合成的
为 HBcAg，HBcAg 由约 183 个氨基酸组成，分子量约 21kD，可自行装配成 27nm
直径的颗粒。在 HBV 感染细胞中，合成的 HBcAg 包裹 HBV DNA 形成核心颗
粒。HBcAg 具有高度的免疫原性，是一种胸腺依赖性抗原，又是一种非胸腺依
赖性抗原，其诱导 B 细胞、T 辅助（Th）细胞和细胞毒性 T（CTL）细胞的免疫




学检测结果多样化、临床表现复杂化和抗 HBV 治疗困难化。 




S 基因变异的区域主要集中在“a”决定簇 AA124～147 中，由于某位点氨基酸残
基发生改变，从而造成其空间结构和免疫原性的改变。在“a”决定簇的其他位点
如 125、127、130、131、137、139、144 处均有产生变异的报道[16,17,18,19,20]。 
C 基因区变异 C 基因区包括前 C 基因和 C 基因。前 C 基因的突变影响
HBe 抗原的表达， 早发现和研究 多是 1896 位的突变，1989 年 Carman 等
[21]首次在乙肝患者 HBV 基因组中，发现前 C 区核苷酸 1896 鸟嘌呤（G）→腺
嘌呤（A）的变异，使密码子色氨酸变为终止密码子，导致前 C 蛋白翻译终止，
从而使 HBe 抗原不能合成。前 C 基因的突变还有第 1899 和 1909 位核苷酸的突
变。C 基因所编码的 HBcAg 是细胞毒性 T 淋巴细胞（CTL）识别的靶抗原。CTL















因变异来逃避细胞毒性 T 淋巴细胞的攻击。其他 C 区基因的变异主要集中在第
48～60、84～101 位核苷酸区域。研究表明，C 基因和前 C 区基因的变异，与
慢性乙型肝炎的产生密切相关，是引起乙型肝炎患者病情发生变化的重要原因之
一[23] 。 
X 基因区变异 HBV 的 X 蛋白是由 X 基因编码的转录激活蛋白，目前已
发现有几个与 X 蛋白免疫表达有关的突变热点。第一类是在第 1770～1777 位 8 
个碱基的缺失，影响核心基因启动子和增强因子Ⅱ，产生翻译终止密码，导致
HBV DNA 复制和蛋白表达的抑制， 终使免疫学标记阴转。另一类突变如 C→T
（核苷酸 1655） ，A→T（核苷酸 1764） 和 G→A（核苷酸 1766） 似乎与重
症肝炎有关[24]。HBV 的 X 蛋白在 HBV 感染的细胞及肝炎、肝硬化、肝癌等的
形成中对病毒的复制起着重要作用[25 ]。 
P 基因区变异 P 基因区编码产物是 HBV DNA 聚合酶。P 基因的变异通
常表现为 YMDD 基序的变异，它是 HBV 逆转录酶的活性部分，序列高度保守，
主要有两种变异方式，一种是由于 P 基因 741 位的 G 被 T 取代，则其编码的
YMDD 基序中的 M 变为 I ， YMDD 变为 YIDD ，另外一种方式是 P 基因区
第 739 位的 A 被 G 取代，则其编码的 YMDD 基序中的 M 变为 V ，YMDD 变
为 YVDD。YMDD 的变异与对拉米夫定耐药性的产生密切相关[26] 。 
根据 HBV 全基因组序列差异程度，以 8 %的序列差异为分型标准，目前将
HBV 分为 A ～ H 8 个基因型。HBV 基因型具有地域分布的特性，并且与临床
表征密切相关[27]。现有研究表明 HBV 基因型的分布有明显的地区差异。A 型
分布地域比较广泛， 但主要集中在西北欧洲地区、北美洲及非洲中部； B 型
和 C 型主要分布在包括中国和日本的东亚及东南亚地区； D 型分布 为广泛， 
全世界都有发现， 但主要集中在地中海、中东地区和印度； E 型主要分布于
非洲； F 型主要集中在美国原驻民和中美洲地区； G 型主要分布于西欧和北美； 
H 型分布于美国、墨西哥及尼加拉瓜等地[28] 。 我国以 B 型和 C 型为主， 也
存在一定的地区差异。 北方以 C 型为主， 南方以 B 型为主； D 型见于部分
少数民族地区如新疆、西藏及沿海一些区域； A 型、F 型偶有发现， 未见 E 型、

















称“两对半”）广泛地作为现症 HBV 感染与继往 HBV 感染的常规检测标准。但




HBV-DNA 是 HBV 复制的直接指标，其 PCR 检测（或斑点杂交）是 HB 患











实验结果[32, 33]。定量 PCR 技术与操作的复杂性，假阳性的高发率，单引物 PCR
可能因突变而产生假阳性、易发生检测样品的交叉污染，昂贵的实验仪器与对操
作人员的高要求都大大限制了它的使用，尤其是在基层医疗单位，大规模献血员




和控制 HBV 感染 主要的措施是就是在暴露前接种乙肝疫苗。从 20 世纪 70 年
代以来，乙肝疫苗的研制已经经历了 3 代。 
5.1  第一代乙肝疫苗——血源性乙肝疫苗 























使人们免受 HBV 的感染，为乙肝第二代疫苗的研制打下了良好的基础。 





中得到表达。目前，HBV 基因在真核细胞中的表达主要有 4 条途径: 
（1） 将 S, S2 或 S1 基因重组质粒转化酵母，用转化酵母细胞株，经发酵
生产乙肝疫苗。1981 年，美国科学家 Rutter 首先在酿酒酵母中表达了 rHBsAg。
1982 年，Valenzula 等人在啤酒酵母中表达 HBsAg 获得成功，同年被美国食品
与药物管理局（FDA）批准上市。其后葛兰素史克公司在啤酒酵母中表达制成疫
苗，1989 年通过 FDA 上市。日本熊木、武田制药、绿十字、盐野义、美国安
进等公司的酵母基因工程疫苗先后上市，我国天坛生物技术公司和深州康泰生物
制药公司已从美国 Merker 公司购买重组乙肝疫苗技术进行生产[39]。 
（2） 将 S, S2 或 S1 基因重组质粒转染哺乳动物细胞(例如中华仓鼠卵巢细
胞)，用转化细胞株，经动物细胞大规模培养生产乙肝疫苗。哺乳动物细胞表达
的 HBsAg 非常接近天然形式，从而使其发展成为乙肝疫苗的一个重要系统。
1981 年，法国巴斯德研究所的 Tiollai 和美国西奈山医学中心的 Chrsman 在哺
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